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Neue SpleiSvariante eines Proteinkinase A-Ankerproteins und 

Verwendung dieser 



Besclxreibiing 

Die Erfindung betrifft eine fur ein Proteinkinase 
A-Ankerprotein kodierende Niikleinsauresequenz, eine 
Verwendung dieser Nukleinsauresequenz in einem 
Fusionsprotein und ein Verfahren zur Bestimmung der 
Wechselwirkung des Proteinkinase A-Ankerproteins* . mit 
regulatorisclien Untereinheiten der Proteinkinase A sowie 
ein Verfahren zvir Identif ikation zellpermeai>ler Substanzen. 

Die biologische Wirkving von Hormonen und Neurotransraittem 
wird uber die Aktivierung von Signalkaskaden, welche den 
Pbosphorylierungsstatus von Ef f ektorprbteinen verandem, 
vermittelt. An diesem reversiblen Prozess sind zwei Klassen 
von Enzymen beteiligt: Proteinkinasen und Phosphoprotein- 
phosphatasen. Die Phosphorylierxmg erfolgt durch Kinasen, 
welche die Ubertragung der endstandigen Phosphatgruppe von 
ATP auf spezifische Serin- oder Threoninreste katalysieren, 
die Dephosphorylierung wird durcli Phosphoprotein- 
phosphatasen vermittelt, Ein Mechanismus zur Kontrolle xmd 
Regulation dieser- Enzymaktivitaten ist die Kompartimen- 
tierung dieser Enzyme durcli die Assoziation mit Anker- 
paroteinen, die in der Nahe ihrer Stabstrate lokalisiert 
sind. Die Proteinkinase A (PKA) ist eine der multi- 
funktionellen Kinasen mit einer breiten Siibstratspezif itat, 
welche durch die so genannten protein kinase A anchoring- 



proteins (AKAPs) an subzellulaxen Strvikturen verankert 
wird. 



Bex vielen wichtigen zelluiaren Prozessen wie Kontraktion, 
Sekretion, Stof fwechsel, Gentranskription, ZellwaclistTJin und 
-teil\ing erfolgt die Weiterleitvmg extrazellularer Signale 
pber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, das G-Protein Gs, 
Aktivierxmg einer Adenylzyklase . und Bildiang des 
second-messenger zyklischen • Adenosinmonophospliats (cAMP) . 
Die Effekte von cAMP werden durch die cAMP-aJahangige PKA 
vermittelt . 

Die untereinheiten der PKA werden beim Menschen von sieben 
verschiedenen Genen, welche auf imterscliiedlichen cairomo- 
somen lokalisiert sind, kodiert. Drei Gene kodieren fur die 
Isoformen der katalytischen Xtotereinheit Ca, cp und Cf und 
vier Gene fiir die Isoformen der regulator is chen Unter- 
einlieit Ria, Rip, RHa xaad RIip. 

Die regulatorisclien ttotereiiiheiten zeigen ein unterschied- 
liches Expressionsmuster. Wahrend RIa \xnd Rlla ubiquitar 
in den . Geweben vorkoramen, ist die regulatorische Unter- 
einheit Rip in erster Linie im Gehim zu finden. 

Die Assoziation der Rll-Untereinheiten mit intrazellularen 
Kompartimenten wird durch AKAPs vermittelt. Bei den Anker- 
proteinen handelt es sich vaa eine Gruppe funktionell ver- 
wandter Molekule, die dirrch die Interaktion mit Typ I bzw. 
Typ II der regulatorischen Untereinlieiten (RI bzw. RII) des 
PKA-Holoenzyms charakterisiert sind. Die ersten .Anker- 
proteine wurden bei der af f initatschroraatographisclien 
Reinigung der R-Untereinheiten uber cAMP-Sepharose iso- 
liert. Diese assoziierten Proteine zeigten auch nach Trans- 
fer auf eine Nitrozellulosemembran eine RII-Bind\ang. Auf 
dieser Beobach.t\mg bervilxt audi die bisherige Methode 



(Rll-overlay) zur Detektion vok AKAPs. Eg handelt sich 
hierbei tum einen modif izierten Western Blot, bei dem statt 
eines primaren Antikdrpers radioaktiv markierte Rll-Unter- 
einheiten als Soixde eingesetzt werden. 

Zur fxmktionellen Bedeutimg der RI-AKAP-Interaktion ist 
noch wenig bekaimt. Auch wenn RIa hauptsachlich zyto- 
solisch lokalisiert ist, zeigen verschiedene Studien eine 
Verankerung in vivo. Dabei" scheint die dynamische Ver- 
ankerxing. der RIa-Untereinlieiten im Gegensatz zur 
statischen Verankerung der Rll-Untereinlieiten von ent- 
scheidender Bedeut\mg fur die Zelle zu sein. So vmrde die 
Assoziation der Rl-Untereinbeiten mit der Plasmamembran von 
Erythrozyten und aktivierten T-Lymphozyten beschrieben. Bei 
der cAMP-vermittelten Inhibition der T-Zell-Proliferation 
durch die PKA Typ I konate die Lokalisation des Enzyms 
moglicherweise auch durch AKAPs vermittelt werden. In 
JcnocJcout-Mausen, die ira Skelettmuskelgewebe keine regula- 
torischen Untereinheiten Typ II eacprimieren, binden die 
RIa-Untereinheiten an ein mit Kalziumkanaien assoziiertes 
AKAP und erhalten so die normale, cAMP-abhangige Kanal- 
leitfahigkeit durch die korrekte Verfugbarkeit der 
katalytischen Untereinheiten der PKA. 

In vivo konnte weiterhin gezeigt werden, dass die kata- 
lytischen Untereinheiten in der Zelle bevorzugt mit den 
Rll-Untereinheiten assoziieren \md Typ I-PKA-Holoenzym 
gebildet wird, wenn die Menge der freien katalytischen 
Untereinheiten die Menge der freien Rll-Iftitereinheiten 
tibersteigt . 

Die Spezifitat in der PKA-Verankerung wird durch. die 
targrefcii2g--Domane erreicht, ein Stixiktiirmotiv, das im Gegen- 
satz zu der anchoz-ingr-Domane weder in der Sequenz noch in 
der Struktur der AKAPs konsearviert ist. So werden AKAPs 



durcti Protein- Protein- Interaktidhen an strukturelle Elemen- 
te in der Zelle und durch Protein-Lipid-Interaktionen an 
Metnbranen verankert. 

In der tiiteratur sind verschiedene AKAPs beschrieben, die 
mit xinterschiedlichen zellularen Kompartimenten assozi- 
ieren, . so zum Beispiel mit den Zentrosonien, den 
Mitochondrien, dem endoplasraatisclien Retikulum und dem 
Golgi-Apparat, der Plasma- iind Kemmembran und mit 
Vesikeln. 

Die genauen Mechanismen der Verankerung sind bisher mxr fur 
einige AKAPs bekannt. So wird das herzmuskelspezif ische 
AnkeiTprotein mAKAP durch eine Region mit drei spektrin- 
artigen Wiederholiingssequenzen an der perinuklearen Merabran 
der Kardiomyozyten verankert. Zwei Isoformen der AKAP15/18 
werden durcb. Lipidmodif ikatiorien (Myristoylierung imd 
Palmitoylierung) an der Plasmamembran verankert. Drei poly- 
basische Regionen in der targreting-Domane des AKAP79 sind 
ctn der Lokalisation des Proteins an der inneren post- 
synaptischen Membran (PSD, postsynaptic density) beteiligt. 

Die AKAPs wurden zuerst durch die Interaktion mit der PKA 
charakterisiert . Einige dieser Proteine konnen jedoch auch 
andere an der Signal transdukt ion beteiligte Enzyme binden. 
Durch die gleichzeitige Verankerung von Enzymen, die gegen- 
satzliche Reaktionen katalysieren,. wie zum Beispiel Kinasen 
und Phosphatasen, konnen diese, auch als scaffolding 
(gerustbildende) Proteine bezeichneten AKAPs ganze Signal- 
komplexe in der Nahe bestimmter Substrate lokalisieren und 
so zur Spezif itat -und Regulation der zellularen Antwort auf 
extrazellulare Signale beitragen. AKAP79 war das erste 
AKAP, fixr das die Interaktion mit mehreren Enzymen 
nachgewiesen werden konnte. Dieses Protein bindet die 
Proteinkinase A, die Proteinkinase C und die Protein- 



phosphatase Calcinetirin (PP2B) wobei jedes Enzym in 
gebundenem Zustand inhibiert ist. Da unterschiedliche 
Signals fur die Aktivierung jedes einzelnen Enzyms 
notwendig sind, konnen an dieser Stelle verschiedene second 
messenger wie cAMP, Kalzivun xmd Phospholipide zusatnmen- 
treffen. Weitere Beispiele sind das AKAP220, welches die 
PKA und die Proteinphosphatase PPl an den Peroxisomen 
lokalisiert imd das AKAP Yotiao, das neben der PKA eben- 
f alls. . die . Proteinphosphatase PPl bindet. Das AKAP CG-NAP 
bindet nicht nur die PKA und die Proteinphosphatase PPli 
sondem auch noCh die Rho-abhangige Kinase PKN (NGF (nerve 
growth factor) -aktivierte Proteinkinase) und die Protein- 
phosphatase PP2A. 

Auch andere Proteine konnen mit AKAPs assoziieren, so bin- 
det " Ezrin, ein Mitglied der zytoskelett-assoziierten 
ERM-Familie Ezrin, Radixin und Moesin, das als AKAP identi- 
f iziert wurde, an ein Protein (EBP50/NHERF) , welches an der 
Regulation des Natrium-Protonen-Transportes in der apikalen 
,Meinbran von Epithelzellen beteiligt ist. AKAPs vermitteln 
"die Modulation der Leitf§higkeit der lonenkanale dtarch die 
Lokalisation der Proteinkinasen und -phosphatasen in der 
NShe bestimmter Kanaluntereinheiten, die wahrscheinlich 
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert 
• werden. 

Die Aktivitat des NMDA-Rezeptors wird diirch das AKAP 
Yotiao, welches auch die Proteinphosphatase PPl bindet, 
moduliert. Die in . gebundenem Zustand aktive Phosphatase 
limitiert die Kanalleitf ahigkeit des NMDA-Rezeptors, bis 
die PKA durch cAMP aktiviert wird \and den lonenkanal oder 
ein assoziiertes Protein phosphoryliert , wodurch die Leit- 
f ahigkeit rapide ansteigt. Es konnte weiterhin gezeigt 
werden, dass myristoylierte Ht31-Peptide, die die Inter- 
aktion zwischen PKA und AKAP inhibieren, die cAMP-abhangige 



inhibition der Interleukiii 2- Transkr ipt ion in 
Jurkat-T- zellen aufheben und dass S-Ht31-Peptide die 
Spermienmotilitat einschrSnken. 

Aucii bei den wicbtigen komplexen biologischen Prozessen, 
wie die durcb das Hormon GLP-1 (glucagon- like peptide) - 
vermittelte Insulinsekretion in den p-Zellen des Pankreas • 
und in- RINmSF-Zellen (klonale p-Zelllinie der Ratte) sind 
AKAPs beteiligt. Die Aktivierung der PKA durch GLP-1 f<ibrt 
zur Pllospborylier^mg von L-Typ-Kalziumkanalen und 
begiinstigt die Exozytose von Insulin aus sekretorischen: 
Granula. Die Ht31-Peptid-vermittelte Inbibition der 
PKA-Verankerung fulxrte zu einer deutlichen Ve.rringerung der 
insulinsekretion. Dabei wurden weder die cAMP-Bildung nocb 
die Aktivitat der katalytischen Untereinbeiten der PKA 
durch die Peptide beeinflusst. Weiterhin konnte nach 
Expression des wildtypischen AKAPlSa in RINmSF- Zellen im 
Vergleich zu Kontrollzellen, welche AKAPlSa nicht 
exprimierten, eine Erh6hung der Insulinsektretion nach 
GLP-l-Applikation nachgewiesen werden. 

Bisher wurde der Nachweis, dass es sich bei einem neuen 
Protein um ein AKAP handelt, durch Koprazipitation er- 
bracht. Dazu wurde ein AntikSrper gegen das Kandidaten- 
protein hergestellt, um es aus Zellen oder Gewebe, in denen 
es exprimiert wird, iramunzuprazipitieren. AnschlieSend 
wurde das Vorhandensein von regulatorischen und/oder ka- 
talytischen PKA-Untereinheiten im Prazipitat mittels 
western Blot imtersucht. Die Anwesenheit der PKA-Unter- 
einheiten im Prazipitat spricht dafur, dass das Kandidaten- 
protein in vivo als AKAP fungiert. Der - Nachweis' kann auch 
umgekehrt erbracht werden, indem die PKA-Untereinheiten 
immunprazipitiert werden und anschlieSend das AKAP im 
Prazipitat nachgewiesen wird. 
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Dieser experimentelle Ansatz erlaubt aber keinen Ruck- 
schluss auf die intrazellulare Lokalisation oder auf die in 
vivo-Situation eines AKAP-PKA-Komplexes. Es ist auSerdem 
nicht moglicli, die zeitliclie und raumliche Auflosimg von 
Interaktionen zu analysieren. Weiterh.in ist es derzeit mit 
den bekannten Verfahren nicht moglich, spezifische 
AKAP-Inh-ibitoren oder -Aktivatoren zu identif izieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, neue Nxikleinsaure- 
sequenzen, die fur Strukturen kodieren, zur Verfugimg zu 
stellen, die in Verfahren eingesetzt werden konnen, in 
denen die Interaktion zwischen AKAP und PKA in vivo 
detektiert wird,. wobei die Riickschlusse auf die zellulare 
Lokalisation dieser Interaktion erhalten werden konnen und 
die .weiterhin in Verfahren eingesetzt werden konnen, mit 
denen membranpermeahle Siibstanzen, insbesondere Peptide, 
detektierbar sind. 

Die vorliegende Erfindxmg lost dieses technische Problem 
durch die Bereitstellung einer isolierten Niikleinsaure- 
sequenz ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 

a) ein Nukleinsauremolekul umfassend eine Nukleotid- 
.sequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID 
Nr^ 1 Oder deren komplementaren Nukleotidsequenzen, 

b) ein Nukleinsauremolekul, welches mit einer Nukleotid- 
sequenz gemaS a) unter stringenten Bedingungen hybri- 
disiert, 

c) ein Nukleinsauremolekul umfassend eine Nukleotid- 
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist, um 
zu einer Nukleotidsequenz gemaS a) oder b) funktions- 
analog zu sein, 

d) ein Nukleinsauremolekul, das in Folge des genetisches 
Codes zu einer Nukleotidsequenz gemaS a) - c) dege- 

• neriert ist und 



' 



e) ein Nukleinsaiiremolekul geinafi einer Nukleotidseqaenz 
nach a) - d) , welches dxxrdh Deletionen, Additionen, 
Substitutionen, Translokationen, Inyersionen und/oder 
insertionen modifiziert und funktionsanalog zu einer 
Niikleotidsequenz gemas a) bis d) ist. 

Es war uberraschend, dass die erf indmigsgemaSen Nuklein- 
sauresequenzen eingesetzt werden konnen. um die Interaktion 
von AKAP imd PKA Untereinheiten in vivo zu detektieren, 
wobei ein AKAP-PKA-Komplex einem zellul^ren Kompartiment 
zugeordnet werden kann. 

Nacb einer bevorzugten Ausfuhrvmgsf orm der Erfindung ist 
die Nukleinsauresequenz, die eine ausreicbende Homologie 
aufweist, um zu einer Nukleotidsequenz funktionsanalog -zu 
sein, zumindest zu 40 % homolog. Im Sinne der Erfindung 
heifit, um zu den genannten Nukleinsturesequenzen bzw. den 
mit diesen Nukleinsauresequenzen hybridisierenden Sequenzen 
funktionsanalog zu sein, dass die kodierten homologen 
Strukturen bei der Interaktion mit PKA-Untereinbeiten 
Merkmale aufweisen, die Ruckschlusse auf die in vivo 
Situation und die zellulare Lokalisation zulassen sowie auf 
die Identifizierung spezifischer AKAP-Inhibitoren. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausftilirungsf orm der Erfin- 
dung weist das Nukleinsauremolekvil mindestens 60 %, vor- 
zugsweise 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt 
90 % Homologie zu dem erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekul 

auf - 

in einer weiteren bevorzugten Ausfubrungsf orm der Erfindung 
ist das Nukleinsauremolekul eine genomische DNA und/oder 
sine RNA; besonders bevorzugt ist das Nukleinsauremolekul 
eine cDNA. 



Die Erfindung betrifft audi einen Vektor, der mindestens 
ein erfindungsgemaSes Niikleinsauretnoleldil lamfasst. Weiter- 
Ixin betrifft die Erfindvmg auch eine Wirtszelle, die den 
Vektor lamfasst. Die Erfindung betrifft ganz besonders 
bevorzugt aucb ein Polypeptid, was durch ein erfindungs- 
gemaSes Nukleinsa\aremolekul kodiert wird. Ein solcbes 
Polypeptid ist bevorzugt eine neue Spleifivariante des 
AKAP18 (AKAP185) . 

Die Erfindxing betrifft auch das Polypeptid bzw. Protein, ■ 
das durch das erf indungsgemaSe Nukleinsauremolelcul kodiert 
wird. 

Die Erfindung betrifft auch ein Erkennungsmolekul , das 
gegen das Nukleinsauremolekiil, den Vektor, die Wirtszelle 
und/oder das Polypeptid gerichtet ist. Erkenn-ungssubstanzen 
im Sinne der Erfindxang sind Molekiile, die mit den • genannten 
Strukturen wie Nukleinsauremolekulen oder -sequenzen, 
Vektoren, Wirtszellen und/oder Polypeptiden bzw. deren 
Fragmenten wechselwirken konnen; insbesondere so wechsel- 
wirken, dass eine Detektion dieser Strukttiren tnoglich ist. 
Die Erkennungssubstanzen konnen insbesondere spezifische 
Nukleinsauren sein, die an die genannten Nukleinsaure- 
molekule oder Polypeptide binden, wie z. B. 
Antisense-Konstrvikte, cDNA oder niRNA-Molekule bzw. deren 
Fragmente, aber auch. Antikorper, Pluoreszenzmarker , mar- 
kierte Kohlenhydrate oder Lipide. Es ist selbstverstandlich 
auch moglich, dass die Erkennungssubstanzen nicht Proteine 
Oder Nukleinsauren. bzw. Antikorper sind, sondem gegen 
diese gerichtete Antikorper. Die Erkennungssubstanzen 
konnen in solch einem Fall insbesondere sekundare 
Antikorper sein. 

In einer besonderen Ausfuhnxngsf orm der ErfindTuig ist das 
Erkenn\mgsmolekul ein Antikorper, ein Ant ikSrper fragment 
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und/oder ein Antisensekonstrukt , insbesondere ein 
RNA- Interf erenzmolekul • 

Die Antikorper im Sinne der Erfindimg binden die erfin- 
dimgsgemaJSen Polypeptide, insbesondere AKAP185, spezifisch. 
Die Antikorper konnen auch. modif izierte- Antikorper sein 
. (z. B. oligomere, reduzierte, oxidierte irnd markierte Anti- 
korper) . Der in der vorliegenden Beschreibiing verwendete 
Begriff Antikorper nmfasst sowohl intakte Molekule als auch 
Antikorper-Fragmente, wie Fab, F(ab')2 Fv, die be- 

st iramte Epitop-Determinanten der Polypeptide binden kohxien. 
Bei diesen Fragmenten ist die Fabigkeit des Antikorpers zur 
selektiven Bindung seines Antigens oder Rezeptors teilweise 
erhalten geblieben, wobei die Fragmente wie folgt def iniert 
sind: • 

(1) Fab, das Fragment, das ein monovalentes Antigen- 
bindungs fragment eines Antikorper-Molekuls entbalt, 
lasst sicb mittels Spaltung eines ganzen Antikorpers 
mit dem Enzym Papain erzengen, wobei eine intakte 
leichte Kette und ein Teil einer scbweren Kette 

. erhalten werden; 

(2) das Fab' -Fragment eines Antikorper-Molekuls lasst sich 
mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit Pepsin 
und anschlieSender Reduktion gewinnen, wobei eine 
intakte leichte Kette und ein Teil der schweren Kette 
erhalten werden; pro Antikorper-Molekiil werden zwei 
Fab ' - Fragmente . erhalten; • 

(3) F{ab')2/ das Fragment des Antikorpers, das sich mit- 
tels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit dem^ Enzym 
Pepsin ohne anschliefiende Reduktion erhalten lasst; • 
F(ab').2 ist ein Dimer von zwei Fab' -Fragmenten, die 
durch zwei Disulf id-Bindtingen zusammengehalten warden;. 



• • • 
• • • 



« • • • * • 
«• 
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(4) Fv, definiert als gentechnisch verandertes Fragment, 
das den variablen Bereich der leichten Kette und den 
variablen Bereich der schweren Kette enthalt und in 
Form von zwei Ketten exprimiert wird; und 

(5) Einzelketten-Antikdrper ("SCA"), definiert als gen- 
technisch verandertes Molekai, das den variablen Be- 
reich der leichten Kette und den variablen Bereich der 
schweren Kette enthalt, die dxirch einen' geeigneten 
Polypeptid-Linker zu einem genetisch fusionierten 
Einzelketten-Molekul verbunden sind. 

Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begriff Epitop 
bedeutet eine beliebige Antigen- Determinante auf dem Poly- 
peptid, insbesondere AKAP185; Epitop-Determinanten bestehen 
normalerweise aus chemisch aktiven Oberf lachen- 
Gruppierungen von Molekaien, wie Aminosauren oder Zucker- 
Seitenketten, und besitzen normalerweise sowohl spezifische 
Merkmale der dreidimensionalen Struktur als auch spezi- 
fische Ladimgsmerkmale . 

Die Erfindung betrifft auch Vakzine oder eine pharma- 
zeutische Zusammensetzung, die das Nukleinsauremolekai , den 
Vektor, die Wirtszelle, das Polypeptid und/oder das Erken- 
nungsmolekiil gegebenenf alls mit einem pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager umfassen. ' Bei dem pharmazeutisch 
akzeptablen Trager handelt es sich urn an sich bekannte 
pharraazeutische Hilfs- und/oder Zusatzstof f e . Bei diesen, 
dem Fachmann an sich' bekannten Zusatz- und Tragerstof f en,' 
kann es .sich auch urn Liposomen bzw. urn in der Gentechnik 
bekannte Strukturen bzw. Losungen und/oder Puf fergemische 
Oder um andere Substanzen aus dem Bereich der Galenik 
handeln. 
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Weiteriiin betrifft die Erfindung einen Kit, der die 
Nukleinsauren, die Vektoren, die Wirtszelle, das Polypep- 
tid, das Erkenn\mgsmolekul und/ Oder die pliarmazeutisclie Zu- 
sammensetzung umfasst. Der Kit kann z. B. als Diagnosekit 
Oder als Detektionskit verwendet werden, um insbesondere 
AKAP-Inliibitoreii oder die AKAP-PKA-Interaktion zu detek- 
tieren. 

Die Erfindixag betrifft auch ein Verfabren zur Detektion 
einer AKAP-PKA-Interaktion umfassend die Scbritte 

a) Bereitstell\xng eines ersten Vektors, insbesondere eines 
Plasmids, umfassend ein Nukleinsanremolekul kodierend 
(i) ein AECAP, insbesondere ein AKAP185, und (ii) einen 
ersten Marker, insbesondere . ein f luoreszierendes 
Protein, 

b) Bereitstellung eines zweiten Vektors, insbesondere 
eines Plasmids, \mifassend ein zweites Niikleinsaure- 
molekQl kodierend (i) eine reguiatoriscbe Untereinheit 
einer Proteinkinase , bevorzugt Rlla, RIIp, Ala oder Rip, 
und (ii) einen zweiten Marker, insbesondere ein 
f luoreszierendes Protein, 

c) Einfuhren des ersten und zweiten Vektors in eine Zelle, 
wobei die Zelle transfiziert wird, und 

d) Durch-fiiliren einer Fluoreszenzresonanzenergietransf er- 
(FRET) -Messung, . wobei die AKAP-PKA-Interaktion detek- 
tiert wird. 

•Mit dem erf indungsgemaSen Verfabren ist es iiberraschender- 
weise moglicb, die AKAP-PKA-Interaktion, bevorzugt eine 
AKAP18-PKA-, besonders bevorzugt eine AKAPlSS-PKA-Inter- 
aktion, in einer lebenden Zelle zu visualisieren und somit 




den AKAP-PKA-Komplex einem zellularen Kompartiment zu- 
zuordnen. 

in einem ersten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens 
warden zwei Vektoren bzw. Plasmide bereitgestellt, wobei 
z. B. das erste Plasraid das erf indungsgetnaSe NUkleinsaure- 
molekiil, welches fur AKAP185 kodiert, und mindestens ein 
weiteres Nukleinsauremolekul umfasst, das fur einen Marker, 
vorzugsweise fur ein f luoreszierendes Protein kodiert. Das 
■ zweite Plasmid umfasst ebenf alls mindestens zwei Nuklein- 
sauremolekiile,. wobei ein erstes Nukleinsauremolekul die 
regulatorische Untereinbeit einer Proteinkinase, vorzugs- 
weise Rlla, kodiert und ein • weiteres Nukleinsauremolekul 
einen zweiten Marker, insbesondere ein zweites fluores- 
zierendes Fluoreszenzprotein, kodiert. Das erste und das 
zweite fluoreszierende Protein konnen hierbei insbesondere 
so ausgewahlt werden, dass sie bei einer " ausreichenden 
raumlichen Nabe zueinander zu einem Pluoreszenzresonanz- 
energietransfer (FRET) befabigt sind. DemgemSlS kana es sich 
bei dem ersten fluoreszierenden Protein beispielsweise um 
das Cyan- fluoreszierende Protein (CFP) und bei dem zweiten 
fluoreszierenden Protein urn das Yellow- fluoreszierende 
Protein (YFP) handeln. Dem Fachmann ist selbstverstandlich 
bekannt, dass er vielfaltige Molekule verwenden kann, urn 
eine messbare Interaktion zwischen Fluoreszenzmarkem wie 
z. B. einen Fluoreszenzresonanzenergie transfer zu ermogli- 
chen Oder einen bestehenden Fluoreszenzresonanzenergie - 
transfer so zu modif izieren, beispielsweise zu inhibieren, 
dass eine Detektion • einer Wechselwirkung von mindestens 
zwei Markermolekiilen, insbesondere Fluoreszenzmarkem, mog- 
lich ist. Hierzu ist es erforderlicb, dass der erste und 
zweite Vektor, die insbesondere Plasmide sind, mindestens 
eine Struktur aufweisen, die messbar als Markierung detek- 
tiert werden kann. Der Begriff Marker oder Markierung 
betrifft ira Sinne^ der . Erf indung alle Strukturen oder 
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VerfaHren, die zur Erzeugung eiies nachweisbaren, vorzugs- 
weise quantif izierbaren Sigiaals verwendet . werden kdimen, 
und die insbesondere an eine Nukleinsaure oder ein Protei^ 
bzw. ein Fragment hiervon gebimden oder wirkverbindbar 
sxnd. Die Marker oder . die Markierungen konnen insbesondere 
mxttels Fluoreszenz nachweisbare Signale erzeugen. Im 
Zusammenhang mit der erf indungsgemaEen Lehre wird die 
Wechselwirkung bzw. eine Modifikation der Wechselwirkung 
-. z. B. als Inhibierung - bevorzugt in Form einer 

• FRET-Messung detektiert. Selbstverstandlich dst es auch 
• tnoglich, mit- Hilfe von Radioaktivitat , Kolorimetrie, Gravi- 

• metrie, Rontgenbeugung oder -absorption, Magnetismus oder 
enzymatischer- Aktivitat Signale zu erzeugen, die isoliert 
gemessen oder im Zusammenhang mit einer Fluoreszenz bzw 
exnem Pluoreszenzresonanzergietransfervorgang Signale er- 
zeugen, inhibieren oder modif izieren, so dass eine inter- 
aktxoii von mindestens zwei biologischen Komponenten, 
vorzugsweise von zwei Proteinen, besonders bevorzugt 
zwxschen einer Proteinkinase , bevorzugt PKA, . und einem 

• Proteinkinase A-Ankerprotein, bevorzugt AKAP185 nacb- 
gewiesen werden kann. Eine Sonde im Sinne der Erfindung ist 
2. B. eine Nukleinsaure oder Aminosauresequenz , die an 
einem oder beiden Enden oder intern mindestens eine 
Markxerung aufweist,. wobei die Markierung bevorzugt ein zur 
Fluoreszenz bef abigter . Farbstof f oder Marker oder ein die 
Fluoreszenz unterdrQckender Farbstoff oder Marker ist Eine 
Sonde , im sinne der Erf indung . kann daher aber auch eine 
Nukleinsaure- oder Aminosauresequenz sein, die mindestens 
eine Markierung aufweist, die in der Lage ist, ein nach- 
wexsbares • Signal zu modif izieren, insbesondere zu inbi- 
bxeren. Eine solche Sonde kann beispielsweise eine 
Quencberstruktur sein, die die Fluoreszenz beispielsweise 
exnes Markers oder. Farbs toffs, z..B. eines Reporter- 
farbs toffs, im Zusammenhang mit einer Interaktioh zwiscben 
zwei Molekulen so beeinflusst, dass . eine messbare Signal- 
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anderung erzeugt werden kaiml s6 kaim beispielsweise diese 
Quencherstruktur so ausgebildet sein, dass durch die 
Wechselwirkxmg mit einem Pluoreszenzfarbstoff kein Pluores- 
zenzsignal oder aber kein Energietransf ersignal detektier- 
bar ist, wenn die zur Fluoreszenz befahigte Struktur xmd 
die zur Quenchxmg befahigte Struktiir die hierfur erfor- 
derliche raumliche Nabe, beispielsweise. bei einer Inter- 
aktion von Proteinase A-Ankerproteinen imd Proteinkinasen 
aufweisen; in einem solchen System ware ein Fluoreszenz- 
signal bzw. ein nicht-modifiziertes Fluoreszenzsignal so 
. lange detektierbar, wie es zu einer Interaktion zwischen 
den markierten Strukturen kommt. Die Begriffe Quenching, 
Fluoreszenzresonanzenergietransfersignal oder einfach 
Fluoreszenz betreffen demgemaB Strukturen und Verfahren, 
durch die, falls ein f luoreszierendes und ein anderes 
fluoreszierendes bzw. ein quenchendes Molekul raumlieh nahe 
benachbart liegen, bei einer Anregung eines dieser Molekiile 
ein wesentlicher Teil der Energie des angeregten Zustandes 
ohne Stralilung auf den Quencher ubertragen wird oder mit 
einer messbaren Strahlung an das System abgegeben wird. Auf 
den Quencher iibertragene Energie kann beispielsweise ohne 
Strahlung verloren gehen oder in einer anderen Emissions- 
wellenlange als die des f luoreszierenden MolekOls emittiert 
•werden. Das heiEt, die Wechselwirkung zwischen zwei Pro- 
teinen oder den sie kodierenden Nukleinsauren, insbesondere 
solchen, die mit der Proteinkinase A und dem Proteinkinase 
A-Ankerprotein assoziiert sind, kann entweder durch eine 
emittierende Strahlung oder aber durch die strahlungslose 
Qbertragung der Energie auf einen Quencher detektiert 
werden. 



Eine praktische Anleitung fxir die Auswahl geeigneter 
Pluoreszenz-Quencher-Paare fur bestimmte Sonden ist in der 
Literatur verfugbar und in den nachstehenden Referenzen 
beispielhaft dargestellt: Pesce et al., Hrsg., Fluorescence 




Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971), White et al-. 
Fluorescence Analysis: A Practical Approach (Marcel Dekker, 
New York, 1970) . Die Literatur enthalt auch Referenzen, die 
ausfuhrliche Listen von f luoreszenten und chromogenen Mole- 
kulen und deren relevante optische Eigenschaf ten fur die 
Auswahl von Fluoreszenz- Quencher -Paaren bereitstellen; vgl. 
z.B. Berlman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic 
Molecules, 2. Auflage (Academic Press, New York, 1971), 
Griffiths, Colour acid Constitution of Organic Molecules 
(Academic Press, New York, 1976), Bishop, Hrsg. , Indicators 
(Pergamon Press, Oxford, 1972), Haugland, Handbook of 
Fluorescent Probes and Research Chemicals (Molecular 
Probes, Eugene, 1992) . Femer findet sich in der Literatur 
eine ausfuhrliche Anleitung fiir die Derivatisierung von 
Fluoreszenz- und Quencher-Molekulen fur die kovalente 
Bindung uber gewohnliche reaktive Gruppen, die an ein Oli- 
goniikleotid angefiigt werden konnen; vgl, 'US-PS 3,996,345, 
US-PS 4,351,760. 

Beispielhaf te Fluoreszenz- Quencher- Paare konnen • aus 
Xanthen-Farbstof f en, einschlieSlich Fluoresceinen und 
Rhodamin-Farbstof fen ausgewahlt werden. Viele geeignete 
Formen dieser Verbindungen sind kommerziell erhaltlich tmd- 
enthalten Substituenten auf ihren Phenylgruppen, die als 
Bindestelle oder als Bindefunktionalitat fur die Bindung an 
ein Oligonukleotid verwendet werden koimen, Eine weitere 
Gruppe von f luoreszenten Verbindungen sind Naphthylamine 
mit einer Aminogruppe in der alpha- oder beta-Position. 
D i e s e Naphthy 1 amino - Ve rb indugen umf as s en 1 - Dimethyl amino - 
naphthyl - 5 - sulf onat , 1 - Anilino- 8 -naphthalensulf onat und 
2 -p-Toluidinyl- 6 -naphthalensulf onat - Andere Farbstof f e um- 
fassen 3-Phenyl-7-isocyanatocoumarin, Acridine wie 
9- ISO thiocyanatoacridin- Orange, N- (p- (2-Benzoxyzolyl) - 

phenyl) -maleimid, Benzoxydiazole , Stilbene, Pyrene. Bevor- 
zugte Fluorophore sind weiterhin SYBR Green, Hex, TET, VIC, 
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JOE, NED, Redmond Red, Alexa Red, Cascade Blue, Yakima 
Yellow, Cy3, Cy3.5, Tamra/Cy3, Texas Red, ROX, Cy5, CyS.S, 
Carboxyrhodamine, LC705 \md/oder IiC640. Als Quencher konnen 
beispielsweise weiterhin eingesetzt werden Tamra, Rliodamin, 
BHQl bis BHQ3, Dansyl, Dabcyl, ElleQuenclier und/oder 
Methylorange . Bevorzugt kann auch eine Konjugation der 
Nukleinsaureproben mit Minor Grove Binder (MGB) sein. 
Derartige Striikturen' sind beispielsweise in Kutyavin et 
al., 2000, Nucleic Acids ' Research beschrieben und sind in 
den Of fenbairungsgehalt der Erfindung ttiit aufgenommen. 

ErfindungsgemaS kann man zwei Arten von Quencherprozessen 
Oder Prozesseh, die eine Fluoreszenzstrahlung modif izieren, 
unterscheiden, einmal die dynamische Fluoreszenzloschung 
durch Kollisionsprozesse und die statiscbe Fluoreszenz- 
loschung durch Komplexbildung zwischen dem Fluorophor, das 
heiist dem Marker Oder der Sonde und den Quencher- oder 
Loscher-Molekulen des Sonden-Quenchers . Das Quenching fiShrt 
demgemaE zu einer Emiedrlgung der Quantenausbeute , die 
durch Fluoreszenzanregung der' markierten Sonde detektiert 
werden kann. Es ist aber beispielsweise auch raoglich, dass 
die Sonden bei einer sehr hohen Konzentration, beispiels- 
weise auf einem bestimmten Nukleinsaureabschnitt , zum so 
genannten Selbstquenching neigen, das heifit, dass die 
einzelnen Molekiile in ihrer Bewegung so gestort werden, 
dass ebenfalls ein Quenchingef f ekt - bedingt durch die hohe 
Sondendichte - auftritt. 

Denn im Sinne der . Erf indung kann z. B. ein separat ' gene- 
riertes Fluoreszenzsignal , ein Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer (FRET) -Signal als - auch ein " gequenchtes " Signal 
dazu dienen, eine AKAP-PKA zu detektieren, bevorzugt ist 
ein FRET-Signal. Das FRET-Signal wird insbesondere durch 
die Verwendung der Fluoreszenzstof f e CFP und YFP gewonnen. 




Mit den beiden bereitgestellten Plasmiden wird eiiie Zelle 
traxisfiziert. Die Trans fekt ion in Sinne der Erfindung kann 
uber .chemische, ptiysikalisclie und/oder biologische Trans- 
fektionsmetboden vorgenommen werden. Die chemische Traiis- 
fektion kann beispielsweise durch den Einsatz von 
DEAE-Dextran, durch Dendximere oder diirch die Verwendung 
von Calciumphosphat vorgenommen werden. ' Bei der physi- 
kalischen Traosfektion ist es beispielsweise mSglich, mit 
Hilfe der Elektroporation die Membranen der Zellen so zu 
modifizieren, dass sie die zu transf izierende Plasmid-DNA 
aufnehmen. Eine weitere Methode der physikalischen Trans- 
fektion ist beispielsweise . die Mikroinj ektion oder die 
Einschleusung von DNA durch Beschuss mit beispielsweise 
Goldpartikeln. Methoden der biologischen Transfektion sind 
beispielsweise die rezeptorvermittelte Transfektion, die 
durch virale Komponenten unterstutzte rezeptorvermittelte 
Transfektion und . die Lipof ektion. Dera Fachmann sind ver- 
schiedene Methoden zur Transfektion bekannt. Die Zellen, an 
denen die Transfektion vorgenommen werden kann, kSnnen 
prokaryotische oder eulcaryotische Zellen sein, beispiels- 
weise Bakterien-, Hefe-, Insekten-, Pflanzen- oder S^uger- 
zellen oder aber auch Organisraen wie transgene Tiere oder 
Pflanzen. In den eukaryotischen Systemen sind die sauger- 
zelllinien NSO, SP2/0, CHO-Kl, CHO dhfr-, COS-1, COS-7, 
K562, Percy 6 oder bevorzugt HEK293-Zellen bevorzugt 
CDS-Zellen,. LCCPKl, HeLazellen, MDCK2 - Zellen, • MCF7, 
Fibroblasten, MCF7, NIH3T3. 

Nachdem die. Zellen mit beiden Plasmiden unter den dem Fach- 
mann bekannten Bedingungen kotransf iziert wurden, werden 
■ die beiden Fusionsproteine aus AKAP und erstem fluores- 
zierenden Protein und aus der regulator! schen Untereinheit 
einer Proteinkinase und dem zweit^n . f lucre szierenden 
Protein exprimiert. Sofem die exprimierten Fusionsproteine 
interagieren, kann dies auf Grund der .Wechselwirkimg der 
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fluoreszierenden Proteine mit " der Fluoreszenzresonanz- 
energietransfer-Teclmik, insbesondere in lebenden Organis- • 
men, wie in Zellen detektiert werden. Die Fluoreszenz- 
resonanzenergietransfer-Technik beruht auf einem Energie- 
transfer des ersten f lucres zierenden Proteins zu dem 
zweiten fluores zierenden Protein, der jedoch niir dann 
ziostande kommt, wenn sicli beide Fusionsproteine in unmit- 
telbarer Nahe zueinander befinden. Die Fusionsproteine er- 
reichen diese Nalie insbesbndere dann, wenn das AKAP-Protein 
direkt an die regulatorische Dntereinheit der Proteinkinase 
bindet. in diesem Fall kann exn Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer nacligewiesen werden. 

Das system kann audi fiir die Identif ikation von Substanzen 
genutzt werden, die die Interaktion zwiscben AKAP und 
regulatorischen Untereinbeiten, bevorzugt Rlla, aber auch 
RIIP, RIa und p der PKA, inhibieren:' 

Durch die Bereitstellung des erf indungsgemaSen Verfabrens 
kann der Facbmann das -Verfabren beliebig modif izieren. 
insbesondere ist es moglicb, zu ^Sberprufen, ob bestimmte 
Molekule die Wechselwirkung von AKAP und PKA, insbesondere 
AKAP185 und Rlla, beeinf lussen. Hierzu kann das erfindungs- 
gemafie Verfabren beispielsweise einmal in Gegenwart und 
einmal ohne das zu untersucbende Molekul durchgefuhrt wer- 
. den, wobei der Vergleich des. mit dem und ohne das zu unter- 
sucbende Molekul durchgefuhrten Verfabrens einen Hinweis 
auf den Inbibitionscharakter des Molekuls gibt. Sofem 
z. B. kein FRET- Signal in Gegenwart des Molekuls gemessen 
wird, ist dies ein Hinweis darauf, dass das Molekul die 
wechselwirkung zwischen AKAP und PKA inbibiert. 

Dem Facbmann ist bekannt, durch welche Kontrollversuche er 
ausschlieSen kann, dass das Molekul den FRET selbst unter- 
druckt; weiterhin ist ihm bekannt, wie er detektieren kann, 
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ob das Molekiil AKAPr PKA-Untefeiiilieiten oder deren spe- 
zielle Wecliselwirkimg beeinflusst, vorzugsweise inhibiert- 

Die Identif izienmg spezif isclxer AKAP-Inliibitoren hat ein 
groSes therapeutisches Potential. .AKAP-PKA-Interaktionen 
spielen bei verscbiedenen exozytbtischen - Prozessen eine 
Rolle, deren Feblregulation zur Entstebung von Krankbeiten 
wie Diabetes insipidus^ Diabetes mellitus, Bluthochdmck, 
Magenulzera oder Scbilddrusenerkrankimgen fubrt. Bei der 
Herzinsuf f izienz kommt es .zu einer PKA~vermittelten Hyper- 
pbosphorylierung eines lonenkanals, des Ryanodinrezeptors 
(Calciumkanal) . Substanzen, die bestiirante AKA.P spezif iscb 
inbibieren, konnten als Pharmaka bei diesen Erkrankungen 
eingesetzt werden. 

Das Verfabren ist aiiSerdem geeignet, die Mexnbranpermeabili- 
tat von Peptiden zu erfassen. Bislang gibt es keine Mog- 
licbkeit einen Membrantransf er von Peptiden direkt nacb- 
zuweisen bzw. zu quantif izieren. Dies kann insbesondere 
erreicht werden, indem ein Konjugat aus dem zu unter- 
suchenden Molekul, insbesondere ein Peptid und S-Ht31 bzw. 
ein Gemiscb mit dem .Peptid Ht31 hergestellt wird. Es ist 
jedocb jede RII-Bindungsdomane jedes AKAPs moglicb.I 

In einer besonderen Aus fuhrungs form der Erfindung wird die 
Zelle mit einem membranpermeablem Peptid in Kontakt ge- 
bracbt. Hierbei ist es beispielsweise moglicb, dass die 
Fluoreszenzresonanzenergietransf er-Messung einmaL ohne Zu- 
gabe des membranpermeablen Peptids imd einmal mit Zugabe 
des membranpermeablen Peptids durcbgefiihrt wird, wodurch 
detektiert werden kann, ob das membranpermeable Peptid die 
AKAP-PKA-Interaktion modifiziert, insbesondere \mterbindet. 
Eine kontinuierlicbe Abnahme des Fluoreszenzresonanz- 
energietransf er-Signals wahrend der Messung bedeutet bei- 
spielsweise eine Inbibition der Interaktion zwiscben AKAP 




21 



\md der regulatorischen Dntereiiiheit der Proteinkinase in 
Gegenwart des membranpermeaJalen Peptids. Es ist weiterhin 
auch moglicli, bekannte. membranpermeable Peptide einzu- 
setzen, die die Interaktion zwischen AKAP vind PKA inlii- 
biereri, wobei bei den membranpermeablen Pep.tiden bestimmte 
Modifikationen, wie beispielsweise Aminosauredeletionen 
Oder Substitutionen, xantersucbt werden, ura einen Hinweis zu 
erhalten, welcbe Aminosauren in einem membranpermeablen 
Peptid essentiell • sind, ' urn die AKAP-PKA- Interaktion zu 
iinterdr^icken bzw. zu fordem. 

Das Neue des erf indungsgemaSen Verfabrens besteht in der 
Visualisierung der AKAP-PKA- Interaktion in einer lebenden 
Zelle und in der Moglichkeit , den AKAP-PKA-Komplex einem 
zellularen Kompartiment zuzuordnen. 

Das Verfabren ist jedoch sebr viel breiter verwendbar. Es 
einnoglicbt ein Hocbdurcbsatzverf abren zur Identif ikation 
und quantitativen Analyse von Substanzen, die die 
AKAP-PKA- Interaktion beeinf lussen. Daruber hinaus kaim die 
Membrangangigkeit von Peptiden bestimmt werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Veintfendung der erfindxangs- 
gemaSen Nukleinsaxire , des Vektors, der Wirtszelle, des 
Polypeptids, des Erkennungsmolekuls , der pharmazeutiscben 
Zusammensetz\mg> des Kits' -und/oder des erf indungsgemaSen 
Verfabrens zur Detektion einer AKAP-PKA-Interaktion, einer 
AKAP- und/oder PKA- Inhibition ixnd/oder eines membran- 
permeablen Peptids. .Durch die Bereitstellung der genannten 
erf indxangsgemaEen Stnikturen \and Verf ahren hat der Fachmann 
die Moglichkeit, diese in zahlreichen Bereichen der Grund- 
lagenforschung \and Klinik einzusetzen. Es kann bei- 
spielsweise gepriift werden, ob edLn Molekul ein AKAP- Oder 
PKA- Inhibitor ist. Weiterhin kann gepriift werden, ob ein 
Molekul die Wechselwirkxmg von AKAP vmd PKA modifiziert. 
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•Weiterhin kann detektiert werden, ob ein Molekul^ ins- 
besondere ein Peptid, Tnembranpermeabel ist. 

Im Folgenden soli die Erf indung amliand von Beispielen naher 
erlautert werden, ohne auf . diese Beispiele beschrankt zu 
sein. * 

Beispiele 

Es wurde zimactist die cDNA einer neuen SpleiSvariante des 
Proteinkinase A-Ankerproteins (AKAP) AKAP18 identif iziert 
xmd isoliert (Fig. 1) - Diese Variante wird als AKAP185 
bezeichnet.. Die AKAP185-CDNA wurde in den kommerziell 
erlialtlichen Vektor pECFP (BD Biosciences, Clontech 
Heidelberg) kloniert. Die cDNA der regulatorischen Unter- 
einheit Rlla der himanen Proteinkinase A, die von. Prof. Dr. 
K. Tasken (Universitat Oslo) zur Verfiigung gestellt wurde, 
wurde in den kommerziell erhaltlicben . Vektor pEYFP . (BD 
Biosciences/ (Clontech, Heidelberg) kloniert. ETikaryotische 
HEK293-Zellen (GBF, Braxmschweig) wurden mit den Plasmiden 
kotransf iziert . 

Die Interaktion • der exprimierten Fusionsproteine 
AKAP185-CFP und RIIa-YFP wurde mittels der 
PluoreszenzJResonanzJSnergieTransfer (FRET) -Technik .* in. den 
HEK293-Zellen gemessen (schematische Darstellung in Fig. 
3) , Die FRET-Signale beruhen auf einem Energietransf er von 
CFP zu YFP, der nur zustande komrat, wenn sich beide Prb- 
teine in unmittelbarer Nahe zueinander befinden (< 10 nM) . 
CFP und YFP erreichen diese Nabe nur, ' wenn AKAP185 die 
Rlla-Untereinbeit direkt bindet. In diesem Fall kann ein 
FRET nachgewiesen werden. Die Spezifitat der Interaktion 
von AKAP185 und Rlla kann dadurch uberpruft werden, dafes 
FRET in Gegenwart des membranpermeablen Peptids S-Ht31, das 
die Interaktion zwischen dem AKAP und der Rll-Untereinheit 
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verhindert , gemessen wird. Eine kontinuierliche Abnahme des 
FRET- Signals walrrend der Messung bedeutet eine Inhibition 
der Interaktion zwischen .AKAP185 und Rlla. 

Die Sequenz des Peptids S-Ht31 entspricht der der 
PKA-Bindvmgsdomane (RII-Bindungsdomane) des AKAP Ht31. Es 
bildet eine ampbipathiische Helix aus und bindet kompetitiv 
an die. regulatorischen PKA-Untereinlieiten. Dadurch ver- 
hindert es die Interaktion mit AKAP185, Die Membran- 
permeabilitat erhalt das. Peptid durch die Kopplixng an einen 
Stearatrest . am N-Terminns (Klussmann et al. J. ' Biol. C!bem: 
274, 4934-4938, 1999).. Peptide mit der gleichen Aminosaure- 
sequenz (Ht31) , die* keinen Stearatrest tragen- und damit 
nicht membranpermeabel sind, verandem das FRET- Signal in 
dem System nicbt. Eibenso verandert Stearat-gekoppeltes 
S-Ht31-Peptid, das durch Einfugen von zwei Prolinen/ die 
die amphipathische Helix storen, das FRET- Signal nicht. 

Teil der Charakterisierung eines neu identif izierten AKAP 
ist der Nachweis, dass es in. vivo als AKAP, das . heiSt als 
PKA-Interaktionspartner,. fimgiert. . Das erf indungsgemaSe 
Verfahren er^laubt es,. die Interaktion von AKAP185 und den 
Rllof-Untereinheiten der PKA. in lebenden Zellen nach- 
zuweisen, Es ist damit dazu geeignet, den Nachweis zu 
erbringen, ..dass AKAP185 als AKAP in vivo fungiert. 
Gleichzeitig lasst das System Ruckschlusse auf die intra- 
zellulare Dokalisation des AKAP185-RIIa-Komplexes zu. 

AKAP sind eine Familie von uber 50 Proteinen, deren Fuxik- 
tion bislang nicht durch spezifisch interagierende 
Substanzen manipuliert werden kann.. Das Peptid S-Ht31, mit 
dem ■ die Bindung von AKAP185 und Rlla irJaibiert wurde 
(s.o-), ist bisher die einzige bekartnte Substanz, die eine 
AKAP-Funktion beeinflusst. Es inhibiert die 

AKAP -PKA- Interaktion, allerdings entkoppelt es die Bindung 
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zwischen jeglichem AKAP iind alien regulatorisclien 
PKA-Untereinlieiten- Mit diesem entwickelten System sollen 
membranpermeable Peptide sowie niedermolekulare, nicht- 
peptidische SiibstarLzen in gezielten Hochdurchsatzunter- 
suchungen mittels FRET-Messimgen identif iziert werden, die 
die Interaktion zwischen AKAP185 und Rlla ' spezifisch 
inliibieren. 

Herstellung von Plasmiden, ' die fur die Fusionsproteine 
2^K2^185-CFP und RIIa-YFP kodieren 

Die kodierende Region der von • uns identif izierten 
AKAP185-c:DNA (Fig. 1; Sequenz AKAP185) wurde mittels der 
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplif iziert . Dazu wurden 
forward- Primer (Position in AKAP186: bp 57-76) mit der 
Sequenz 5' CTC GAG CTC AAG CTT CC^^ATT CTG ATG GAG CGC CCC 
GCC GCG GG 3' imd re verse - Primer (Position in AKAP185: bp. 
1095 - 1118) mit der Sequenz 5' GGC GAC CGG TGG ATC CCG GGC 
COG GTT GTT ATC ACT GCC ATC GCC 3' , die eine EcoRI- bzw. 
eine BamHI-Restriktionssclmittstelle tragen, eingesetzt . 
Als Polymerase wurde der Advantagre cDNA polyinera.se''M±:K nach 
Herstellerangaben eingesetzt. Der benotigte lOx PCR- Puffer 
wurde mit dem Advantage cDNA polymerase-Mix raitgelief ert . 
Die Niikleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP wurden als 
dlTTP-Mix in den PCH-Ansatz pipettiert (Reaktionsansatz 
siehe imten) • 

Die fur Rlla kodierende cDNA /wurde mittels PCR aus dem 
Plasmid amplif iziert . Dazu. wurden forward- Primer (Position 
in Rlla: bp 190 - 210) mit der Sequenz 5' TCA GAT CTC GAG 
CTC AAG CTT CGA ATT CTG ATG AGC CAC ATC CAG ATC CCG 3 ' und 
reverse-Primer. (Position in Rlla: bp 1382 - 1401) mit der 
Sequenz 5' GAC CGG TGG ATC CCG GGC CTG CCC GAG GTT GCC CAG 
AT 3', die eine Xhol- bzw. eine BamHI-Restriktions- 
schnittstelle tragen, eingesetzt. Als Polymerase wurde 



wieder der Advantagre cDNA poIymeirase-Mix eingesetzt . Ebenso 
warden der pben beschriebene lOx PCR-Puf f er und der . 
dNTP-Mix eingesetzt. 

Die PCR-Reaktionen zur Amplif ikation von AKAP186- und Rlla 
warden wie folgt angesetzt: 

DNA 

dNTP-Mix [10 /^M] 
Forward- Primer [10 /xM] 
Reverse -Primer [10 yMl 
AdvantSLg-G cDNA poIj/merase-Mix 
(5 Einheiten//il) 
H2O 

Gesamtvolumen 

Reakt ionsbedingxmgen : 
1 Zyklas 95 5 min 

30 Zykleh 94 ^C, 3 0 sec 

58 30 sec 

72 ^C, 2 min 
1 Zyklas 72 °C 10 min 
4 CO 

Das erhaltene AKAP185-cDNA-Amplif ikat (Lange: 1061 bp) 
worde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und • BamHI 
behandelt, das erhaltene RIIa-cDNA-Araplif ikat (Lange: 1211 
bp) mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI. 
AnschlieSend wurden die Ansatze in einem Agarosegel 
aufgetrennt und die AKAP185- bzw. RIIa-Amplif ikate mittels 
der Geneclean-MetiLode aus dem Gel eluiert. 

Die AKAP185-CDNA wurde in das mit den Restrikzionsenzymen 
EcoRI und BamHI geschnittene Plasmid, das fixr das cyan 
Fluoreszierende Protein (CFP) kodiert (pECFP, BD 




5 /xl 

1 111 

1 fil 

1 fil 

0,2 fil 

41, a jui 

50 fil 
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Biosciences) , einkloniert. Die RIIa-cDNA wurde in das mit 
den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnittene 
Plasmid, das fur das Yellow Fluoreszierende Protein (YFP) 
kodiert (pEYFP, BD Biosciences) , einkloniert. Die 
erhaltenen Plasmide- kodieren somit fur die Fusionsproteine 
AKAP186-CFP bzw. RIIa-YFP. Escherichiia coli-Bakterien 
(Stamen JM109) wurden mit der Plasmid-DNA transformiert . Die 
in den Bakterien vermehrte Plasmid-DNA wurde mittels der 
Qiagen-Midi - Plasmidpraparat ibnsmethode ent sprechend den 
Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) isoliert iind mittels 
Transfektion in HEK293-Zellen eingrefuhrt - (s.-u. )-. 

HEK293-Zellen (GBF, Braunscliweig) wurden auf Polylysin- 
beschichteten 3 0 mm-Deckglaschen in Dulbecco's Minimal 
Eagle Medium (DMEM) mit 10 % f otalem Kalberserum (FCS) 
kultiviert, bis eine Konfluenz von 40 - 60 % erreicht war. 
Die Zellen wurden mittels der Liptof ectamine-M^thode (Gibco 
Invitrogen, Karlsarulie) mit den AiCAP185-CFP- und RIIa-YFP- 
Plasmiden (1 - 2 /xg je DNA) transient transfiziert 
(Verhaltnis von AKAP185-CFP- : Rlla- YFP- Plasmid-DNA von 1:4). 

Fluoreszenzresonanzenergie transfer (FRET) -Messungen 

HEK293 -Zellen wurden transient mit den fur RIIa-YFP iind 
AECAP186-CFP kodierenden Plasmiden kotransf iziert . 
FRET-Messungen wurden 24 - 48 h nacb der Transfektion an 
einem Epif luoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Carl Zeiss, 
Jena, Deutschland) durchgef Qlirt . Die Daten wurden mittels 
der Openlab 2.25. Software (Improvision, Coventry GB) 
gespeichert . Die ' Fluor eszenz wurde bei einer Wellenlange 
von 425 fur CFP imd 488 run fur YFP angeregt. Die emittierte 
Fluoreszenz wurde bei Wellenlangen von 48 0/30 fur CFP und 
535/2 6 nm fur YFP gemessen. FRET von CFP zu YFP wurde durch 
Anregung von CFP bei einer V^ellenlange von 425 nm und der 
Messung der Emission von YFP bei einer Wellenlange von 
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535/26 nm bestimmt. Die uiispezif ische Hintergrimd- 
fluoreszenz wurde in einer Region ohne Zellen bestimmt und 
siibtraliiert . Da die Einstellxmgen am Mikroskop imverandert 
blieben, konnte in alien Experimenten ein Verlialtnis von 
535/480 > 0,6 als positives FRET-Signal bezeichnet werden. 

Bei FRET -Experimenten mussen f alsch-positive Signale aus- 
gescblossen werden. Diese sind darauf zuruckzufuhren, dass 
bei der Anregung von . CFP ' audi YFP angeregt wird, Des 
Weiteren strablt die CFP-Emission auch in den- Bereich der 
YFP-Emission hinein,' Das Kontrollexperiment • zum I^achweis 
ricbtig-positiver FRET-Signale erfolgt durcb ein Akzeptor- 
Ausbleichungs-Protokoll (donor recovery after acceptor 
bleaching) . Das Experiment wnrde an einem inversen 
Epif luoreszenzmikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, 
Deutschland) durchgef xihrt . Hierbei wird bei einer Anregnng 
von 425 nm die Emission bei 480/30 xind 53*5/26 nm mit einer 
12 bit CCD-Kamera (Imago, TILL-Pbotonics, Martinsried, 
Deutschland) erf asst. Nach Bestimmung der Basis-Signale 
erfblgt dann eine starke Anregung von YFP bei einer Wellen- 
lange von 48 8 nm, die zum Verlust des YFP -Emissions signals, 
f-ulirt (acceptor bleaching) . Die Emission von CFP, die bei 
einer Wellenlange von 480/3 0 nm bestimmt wird, steigt 
sofort an, da FRET unterbrochen wird (donor recovery) . In 
diesem System musste YFP durch mehrmalige starke Anregung, 
bei einer Wellenlange von 488 nm ausgeblichen werden, da 
die Lichtquelle nicht energiereich genug ist. Das Aus- 
bleichen und damit der Verlust des YPP-Emissionssignals 
gescbieht somit stufenweise. Dadurch steigt die Emission 
von CFP, .die bei einer Wellenlange von 480/3 0 nm bestimmt 
wird, kontinuierlich und nicht in einem einzigen Schritt 
an- Der Anstieg der CFP-Emission wird daher liber einen 
Zeitraum von etwa 120 sec nach Beginn der Akzeptor- 
ausbleichung gemessen. 
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Um die Spezifitat des FRET wei'ter zu tmtersuchen und zu 
tesfcen, ob sich die kotransf izierten HEK293-Z.ellen dazu 
eignen, mertibrcLapermeable Siibstanzen zu identif izieren, die 
die Interaktion zwischen RIIa-YFP und AKAP185-CFP modu- 
lieren, wurden die Zellen mit dem membranpermeablen Peptid 
S-'Ht31{100 iiM) inkiobiert, das generell AKAP-RII- Inter- 
aktipnen hemmt, Zur Kontrolle wurden die Zellen mit dem 
Peptid S-Ht31-P, das keinen Einfluss auf die AKAP-RII- 
Interaktion hat (KluSmann* et al., J. Biol. diem. 274, 4934- 
4938, 1999), inkubiert. FRET-Messungen wurden in Inter- 
vallen von 10 min uber insgesamt .90. min durchgef uhrt . 

Ergebnis 

Zum direkten Nachweis einer Interaktion von AKAP185 und den 
regulatorischen Rlla-Untereinheiten der PKA in vivo wurden 
HEK293 mit Plasmiden kotransf iziert, die fur AKAP185-CFP 
und RIIa-YFP kodieren. Fig. 2 belegt die Koexpression 
beider Proteine in den gleichen Zellen. Die Expression von 
RIIa-YPP wurde durch Anregung bei 488 nm und Messxing der 
emittierten Fluoreszenz bei 535/26 nm nachgewiesen (Fig. 
2A) r dxe von AKAP185-CFP durch Anregung der Fluoreszenz bei 
425 nm und Messung der emittierten Fluoreszenz bei 480/30 
nm (Fig. 2B) . Beide Fusionsproteine zeigten eine diffuse, 
zytosolische Verteilung. Anschliefiend wurden FRET-Messungen 
an den gleichen Zellen durchgefuhrt . Dazu wird der Donor 
CFP bei einer Wellenlange von 425 nm angeregt. Halt sich, 
ein geeigneter Akzeptor in seiner unmittelbaren Nahe auf 
(Abstand < 10 nm) , fuhrt die Anregung des Donors zu einem 
teilweisen Energietransf er auf den Akzeptor YFP,. der dann 
bei einer Wellenlange von 545 nm fluoresziert (schematische 
Darstellung in Fig. 3) . Demnach wurden zum Nachweis von 
FRET die HEK2 93 -Zellen (CFP) bei einer Wellenlange von 
425 nm angeregt und es wurde die* Emission von YFP bei einer 
Wellenlange von 535/26 nm gemessen. Fig. 2C , zeigt eine 
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almliche Verteilung der dargestellten YFP- Emission wie xn 
Fig 2A. Somit hat ein Energietraixsf er von CFP nach YFP 
stattgefmiden. Fig. ID zeigt die f arbkodierte Darstellung 
der berechneten Ratio 535/480 von etwa 1.2 . - 1.5 der 
FKET-Signale in diesen Zellen, 

Die Spezifitat der gemessenen FKET-Signale vmrde mittels. 
des Akzeptor-Ausbleicliungs-Protokolls uberpruft. Fig. 4A 
beschreibt die Kinetik der' von YFP und CFP emittierten 
Fluoreszenz. Dargestellt ist das Verbaltnis von F/F.ax in 
Abhangigkeit von der Zeit (Zeit in sec) . F^ entspricbt der 
maximalen Emission von YFP bzw. CFP. Vor der Akzeptor- 
ausbleichung betragt die F/Fmax von YFP annaHemd 1, dxe 
von CFP etwa 0,92. Die Akzeptor^usbleichung , beginnend nach 
40 sec, fuhrt zu einer starken Abnahme des Emissions signals 
von YFP. Die F/F„«x tiHr CFP steigt von etwa 0.91 auf etwa 1 
an. Aus dem Anstieg der CFP-Emission um etwa 10 % ergibt 
sich eine FRET-Ef f izienz von etwa 10 %. Die Regressions- 
analyse (Fig. 4B) bestatigt diese Beobachtung. Diese Daten 
zeigen eine direkte Interaktion von AKAP185 und Rlla. 

• urn die spezifitat der Interaktion von AKAP185 und Rlla und 
damit des FRET weiter zu untersuchen, aber auch um zu 
testen, ob sich die kotransf izierten HEK293 -Zellen dazu 
eignen! membranpermeable Substanzen zu identif izieren, die 
die Interaktion von AKAP185 und Rlla modulieren, wurden 
FRET-Messungen in Gegenwart des membranpertneablen Peptids 
S-Ht31 durchgefuhrt. Dieses Peptid hetnrnt generell die 
interaktion zwischen AKAP und regulatorischen 
PKA-Untereinheiten (Klussmann et al., J. Biol. Chetn. 274, 
4934-493 8, 1999; s. schematische Darstellung Fig. 5A und 
B) . Fig. 6A zeigt das f arbkodierte FRET-Signal (Verhtltnis 
535/480) von AKAP186 zu RIIa in zwei HEK293-Zellen. Vor der 
Zugabe von S-Ht31 (Zeitpunkt 0 rain) betrug die Ratio 
535/480 etwa 1.3. Eine Abnahme des Verhaltnisses 535/480 
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(weniger rot) korreliert direkt Ttiit der Abnahme der Inter- 
aktion von CFP imd YFP. Die Zuga±>e von S-Ht31 (100 fxM, nach 
Zeitpunkt 0) induzierte eine Abnahme des Verhaltnisses 
535/480 nm xm uber 50 % innerhalb von 80 min. Der Mittel- 
wert des Verbaltnisses betrug etwa 0.35. Fig. SB zeigt 
Zellen, die mit dem wirkungslosen Kontrollpeptid S-Ht31-P 
infcubiert warden, das keinen Einfluss auf die AKAP-RII- 
Interaktion iiat. Hier andert sicb das farbkodierte 
FRET-Signal kanm. Pig. SC zeigt eine Zusammenf assxmg der 
erhaltenen Daten aus Fig. €A und B. Dargestellt ist die 
Verandenmg des FRET- Signals (in %) in Abhangigkeit von ..der 
Zeit. Die Graphik zeigt die an den Zellen beobachtete 
Veranderung des FRET-Signals in Gegenwart von S-Ht31 oder 
S-Ht31-P. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass HEK293-Zelleia, die 
AKAP185-CFP- und RIIa-YFP koexprimieren, • ein • geeignetes' 
System znr Identif izienang inenibranpermeabler Siibstanzen 
darstellen, die die Interaktion zwischen diesem AKAP nnd 
Rlla inhibieren. 

AKAP , bindet regulatorische PKA-Untereinheiten uber ein 
konserviertes Struktnxmotiv (amphipatbische Helix) . Daher 
kann eine Interaktion jedes AKAP mit einer regulatorischen 
'PKA-Untereinbeit in diesem System mittels FRET bestimmt 
werden. Diese Moglichkeit bedeutet, dass das System fxir die 
Sucbe nach spezif iscben, membranpermeablen Inbibitoren f-Qr 
jede AKAP -PKA- Interaktion nutzbar ist. 




Pat entanspruclxe 



1. Isoliertes Nxikleinsauremolekiil ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend 

a) ein Nukleinsaxiremolekul umfassend eine Niikleotid- 
sequenz nacli SEQ ID Nr., 1, 

b) ein Nukleinsauremolekui; . welches mit * einer 
Nxakleotidsequenz gemaS a) xonter stringenten 
Bedingxmgen hybridisiert, 

c) ein Niikleinsauremolekul umfassend eine Nukleotid- 
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist, 
um 2U einer Nukleotidsequenz gemaB a) oder .b) 
funkt ions analog zu sein, 

d) ein Nukleinsauremplekiil, das in Folge des genet i- 
scben Codes zu einer Nukleotidsequenz gemaS a) - c) 

• degeneriert ist xmd 

e) ein Nukleinsauremolekul gemaE einer Nukleotidsequenz 
nacli a) - d) , welches durch Deletionen, Additionen, 
Sub s t i tut i one n , Trans 1 oka t i onen , Inve r s i onen 
\ind/oder Insertionen modif iziert und fuiiktionsanalog 
zu einer Nukleotidsequenz gemaS a) bis d) ist. 

2. Nukleinsauremolekul gemaS Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die unter c) angegebene Nukleotidsequenz mindestens 
40 % homolog zu einer der unter a) angegebenen 
Nukleotidsequenz ist. 




3. Niikleinsauremolekul gemaS Ansprucli 1, 
dadurch. gekeimzeichnet, dass 

die xinter c) angeg.ebene Nxikleotidsequenz mindestens 
60 %, vorzugsv/eise 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders 
bevorzugfc 90 % homolog zu einer der \mter a) ange- 
gebenen Nukleotidsequenz ist. 

4 - N\ikleinsa.ureTnolekul. gemaiS einem der Ansprucbe 1 bis 3 , 
dadurch cfekeruazeichnet , dass 

es ■ eine genomische DNA, eine cDNA imd/oder eitie RNA- 
ist. 

5. Vektor umfassend ein Nukleinsauremolekiil gemaJB einem 
der Ansprxiclie 1 bis 4. 

6. Wirtszelle vtmfassend den Vektor gemaB Anspruch 5. 

7. Polypeptide kodiert durcb eixx NTikleinsauremolekul gemaS 
einem der Ansprucdae 1 bis 4. 

8 . Erkemximgsmolekul gericbtet gegen ein Nukleinsaure- 
molekul gemaS einem der Ansprucbe 1 bis 4, einen Vektor 
gemaS Anspruch 5, eine Wirtszelle gemaS Anspruch 6 
und/oder ein Polypeptid gemaS Anspruch 7. 

9. Eirkennungsmolekul nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es ein Antikorper, ein Antikorperf ragment und/oder ein 
Ant i sense -Konstzrukt ist, insbesondere ein RNA- Inter- 
f erenzmolekiil . 

10 • Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

sie ein Nukleinsauremolelcul gemaS einem der Ansprucbe 1 
bis 4, ein Vektor gemaS Anspruch 5, eine Wirtszelle 
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gemaS Anspruch. S, ein Polypeptid gemaE Anspruch 7 
iind/oder ein Erkennungsmolekul gemaS einem der An- 
spruche 8 oder 9, gegebenenf alls tnit einem pharma- 
zeutisch vertraglichen Trager, umfasst. 

11. Kit, 

dadurch. gekemizeichnet , dass 

er ein Nukleinsaioremolekul gemaS einem der Aospruche 1 
bis 4, ein Vektor gemaB Ansprucli 5, eine Wirtszelle 
gemaB Anspruch 6, ein Polypeptid gemaS Anspruch 7, ein 
. Erkeimungsmolekul gemaS einem der Anspruche 8 oder 9, 
gegebenenf alls mit einem pharmazeutisch vertraglichen 
Trager, -und/oder die pharmazeutische Zusaramensetzung 
gemaJS Anspruch 10 umfasst. 

12. Verfahren zur Detektion- einer AKAP-PKA-Interaktion 
vmifassend die Schritte 

a) Bereitstellung eines (i) ersten Vektors umfassend 
ein erstes Nukleinsauremolekul kodierend ein AKAP 
und einen ersten Marker und eines (ii) zweiten 
Vektors ximfassend ein- zweites Nukleinsauremolekul 
kodierend eine regulatorische Untereinheit einer 
Proteinkinase und einen zweiten Marker, 

b) Einfuhren des ersten und des zweiten Markers in 
eine Zelle, wobei die Zelle transfiziert wird und 

c) Durchfiihren einer Fluoreszenzresonanzenergie- 
transf er- (FRET) -Messung, wobei die AKAP -PKA- Inter 
aktion detektiert wird. 

13. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
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die InteraJction zwischen AKAP imd Rlla, RIIp, RIa 
und/oder Rip detektiert wird. 

14. Verfatiren nachi einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekeruazeichnet , dass 

ein AK2\P und/oder ein PKA-Inliibitor identif iziert wird, 
indem das Verfaliren jeweils mit und ohne Zusatz des zu 
untersuclienden Inlxibitors dur chge f uhr t wird vind einen 
Hinweis auf den AKAP- imd/ Oder * PKA-Inliibi tor gibt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch. gekennzeichnet , ' dass 

ein metnbranpermeables * Molekul indentif iziert wird, 
indem ein Konjugat aus dem zu untersuchenden meinbran- 
permeablen Molekul und einem membranpermeablen 
AKAP -PKA- Inhibitor hergestellt wird und die 
AKAP-PKA-Interaktion mit \md ohne Konjugat oder das' 
Molekul detektiert wird. 

16. Verwendimg eines Nukleinsauremdlekiils nach einem der 
AnsprQche 1 bis 4, eines Vektors nach Anspruch 5, einer 
Wirtszelle nach Anspruch 6, eines Polypeptids nach 
Anspruch 7, eines Erkennungsmolekiils nach Anspruch 8 
Oder 9, einer pharmazeutischen Zusaramensetzung nach 
Anspruch 10, eines Kits nach Anspruch 11 \xtid/oder eines 
Verfahrens nach einem der Anspruche 12 bis 15 zu.r 
Detektion einer AKAP- PKA-Interakt ion oder eines AKAP- 
und/oder PKA- Inhibitors xmd/oder eines membranperme- 
ablen Peptids.. 




Zus axnmenfas sung 

Die Erfindung betrifft eine f\ir ein Proteiiikinase 
A-Ankerprotein kodierende Nukleinsauresequenz, eine Ver- 
wendtmg dieser Nvikleinsauresequenz in einem Fusionsprotein 
\md ein Verfahren zur Bestimmimg der Wechselwirkung des 
Proteinkinase A-Ankerproteins mit regulatorischen Unterr 
einlieiiren der Proteinkinase A sowie ein Verfahren zur 
Identif ikation zellpermeabler S\abstanzen. 



Fig. lA 



AKAP185 



Aminosauresequenz 



MeRPAAGEXDAX^CDHLSRGEEGTGDIiSTSPV 

GStiADLPFAAVDIQDDCGIiPDVPQGim>QGNPKRSKENRGDRNDHVKK^ 

KAKKDYQPNYFLS I PITIJKKITAGIKVLQNS ILRQDNRIiTKAMVGDGSPH 

ITLLVMQLIiNEDEWIGTDALl,ELKPFVEEriiEGKHI.TIjPFHGIGTFQGQ 

VGFVKIJUDGDHVSALLEIMTAKRTFQEKGIIAGESRTFKPHLTFM^ 

APMIiWKKGVRKIEPGLYEQFIDHRFGBEILYQIDl*CS^^:lKKKQSNGYra 

ESSXVIGEKDRKEPEDAELVRLSKRIiVEmVLKAVQQYXiEETQN^ 

GNSVKAEEGDRNGDGSDNNRK 

Nukleotidsequenz 

ATGGagcgccccgccgcgggagaaatagatgccaataagtgtga 

tcatttatcaagaggagaggaagggacgggggacctggagaccagccctg 

.taggttctctggcagacctgccgtttgctgccgtagacattcaagatgac 

tgtggactccctgatgtacctcaaggaaatgtacctcaaggaaacccaaa 

gagaagcaaagaaaatagaggcgacaggaatgatcacgtgaagaagagga 

agaaggccaagaaagattatcaacccaactatttcctgtccattccaatc 

accaacaaaaagattacagctggaattaaagtcttgcaaaattcgatact 

gagacaggataatcgattgaccaaagccatggtcggcgacggctcctttc 

acatcaccttgctagtgatgcagctattaaacgaagatgaagtaaacata 

ggtaccgacgcgcttttggaactgaagccgttcgttgaggagatccttga 

ggggaagcatctgactttgcccttcct^cgggattggcacttrccaaggtc 

.aggttggctttgtgaagctggcagacggagatcacgtcagtgccctcctg 

gagatagcagagactgcaaaaaggacatttcaggaaaaaggcatcctggc 

tggagaaagcagaacttttaagcctcacctgacctttatgaagctgtcca 

aagcaccaatgctctggaagaagggagtgagaaaaatagagcctggattg 

tatgagcaatttatcgaccacagatttggagaagaaatactgtaccaaat 

agatctctgctcct^ltgctgaagaaaaaacagagcaatggttattaccact 

gcgagtcttcgatcgtgatcggtgagaaggaccgaaaggagcctgaggat 

gctgaactggtcaggctcagtaagaggctggtggagaacgccgtgctcaa 

ggctgtccagcagtacctagaagagacacagaacaaaaagcagccggggg 

aggggaactccgtcaaagctgaggagggagatcggaatggcgatggcagt 

gataacaaccggaagtga 



Fig. IB 





AKAP188 

AKAP18Y 

AKAPISP 

itiAKAPiea 

hAKAPlSa 

AK2^188 

AKAPlSy 

AKAPlsp 

mAKAPlBa 

hAKAPlSa 

AKAP185 

AKAP18y 

AKAP18P' 

mAKAPlSa 

hAXAPlBa 

AKAP186 

AKAP18y 

AKAPlSp 

mAKAPlBa 

hAKAPlBa 

AKAP185 

AKAP18Y 

AKAPlSP 

mAKAPlBa 

hAKAPlBa 

AKAP185 

AKAPlBy 

AKAPlBp 

mAKAPlBa 

hAKAPlBa 

AKAP185 

AKAPlSy 

AKAP18P 

mAKTkPlSa 

hAKAPlBa 

AKAP185 

AKAPlBy 

AKAPlBp 

mAKAPlBa 

hAKAPlBa 



1 MERPAA6EIDANKCDHLSR6EE<i|qiLi|TS 

1 

1 

1 , 

1 ^ 



1 
1 
1 

101 
74 
1 
1 
1 

151 
124 
1 
1 
1 

201 
174 
1 
1 
1 





iDgVKKRKKglKDYQPNYFLS 





Glki'LQN 






Gi:^LQN 


5i|Sqd"rlSi<amv§ 



D:GSEHrTI^I.yM.QL-L^ 
DGSFHXTiLVMQLIiNED 





251 Q! 
224 

1 

1 

1 




iSMLI 



LC 
L'G 

MGQLCGFPF 
^^GQLGGFPF 
MGQLCGFPF 



|qsngy- 
Iqsng- 





EGKi 




EGKI- 




EGKi 




5 SSAVLQRYSKDIPSW 






CO 

bb 

•T-l 



I 



P-1 




Time (sec) 



• • • 
• ••• 



••• 



Fig. 4B 

Die Ausbleichung des Akzeptors YFP 
mna-YFP) fiihrt zu einer Zunahme der vom 
Donor CFP (AKAP186-CFP) emitierten 
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